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SDS ~ PAGE - 明胶 电泳 是 检测 蛋白 酶 抑制 剂 的 常用 方法 ， 基 本 原理 为 ， 紊 丙 烯 酰胺 凝 
胶 中 加 入 SDS 和 明胶 ，SDSs 使 蛋白 酶 抑制 剂 发 生 可 道 变性 。 电 泳 完 毕 ， 用 Triton X - 100 恢 
复 凝 胶 板 中 量 白 酶 抽 制 剂 的 活性 ， 上 凝 胶 板 置 于 蛋白 酶 溶液 里 保温 ， 含 蛋白 酶 抑制 剂 部 位 的 
明胶 不 被 蛋白 酶 水 解 而 呈现 蛋白 染色 带 。SDS ~ PACE - 明胶 电泳 检测 蛋白 酶 抑制 剂 时 ， 在 
同一 块 族 胶 板 上 可 同时 检测 酸性 、 碱 性 及 中 性 的 蛋白 酶 换 制 剂 ， 但 电泳 后 处 理 (包括 复 
性 ， 酶 解 ， 漂 洗 和 染色 ) 时 间 长 〈 约 20 h)， 而 且 对 于 同一 样品 中 分 子 量 相近 的 蛋白 酶 抑 
制剂 用 该 方法 得 不 到 很 好 的 分 离 和 检测 。 因 此 ， 我 们 发 展 了 常规 PAGE - 明胶 电泳 检测 
法 。 本 方法 不 必 复 性 ， 电 泳 后 处 理 时 间 大 为 缩短 〈 约 3 h) ， 在 一 定 程 度 上 也 提高 了 检测 灵 
敏 度 ， 尤 其 适 于 检测 在 SDS - PAGE ~ 明胶 电泳 中 得 不 到 很 好 分 离 的 蛋白 酶 抑制 旗 样 品 。 


1 材料 与 方法 

波 叶 青 牛 胆 (Tinospora crispa ) 采 自 西双版纳 ， 置 - 20 和 冷藏 待 用 ; 大 豆 胰 蛋白 酶 抑 
制剂 (Soybean Trypsin Inhibitor}、Acrylamide 《Acr) 为 Sigma 产品 ; N,N’ - Methylene - bis ~ 
acrylamide (Bis) 为 Fluka 产品 ; 其 余 试 剂 均 为 国产 分 析 纯 。 

SDS - PAGE: 按 Laemmli (1970) 的 方法 进行 。 
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SDS - PAGE ~ 明胶 电泳 : 采用 Jatinder (1983) 等 的 方法 ， 凝 胶 板 在 胰 举 白 上 能 济 波 
(140 BAEE units/mL) 中 保温 16 h， 复 性 ， 清 洗 ， 数 色 等 其 它 步 又 约 党 4 h。 

常规 PAGE - 明胶 电泳 : 

1) PAGE - 明胶 电泳 ”根据 Pharmacia (1984) 方法 进行 ， 略 作 改 动 。 

碱 性 PAGE - 明胶 系统 〈 适 于 检测 中 人 性 或 酸性 的 蛋白 酶 抑制 剂 )， 分离 胶 含 7% Am、 
0.2% Bis 和 0.75mg/ml. 明胶 ，pH 8.8; 浓缩 胶合 4% Arc 和 0.1% Bis, pH 6.8。 酸 性 PAGF 
-明胶 系统 〈 适 于 检测 碱 性 的 蛋白 酶 抑制 剂 )， 分 离 胶 含 14% Am、0.1% Bis 和 0.75 
mg/mL 明胶 ，pH 4.3; 浓缩 胶 含 4% Are 和 0.1% Bis，pH 6.8。 

2) 酶 解 ”根据 Rosenberg (1996) 的 方法 进行 。 电 泳 完 毕 ， 将 凝 胶 板 置 于 0.1mgz ml. 
(220 BAEE units/mL) 胰 盘 丹 酶 溶液 中 ，37 亿 下 保温 1 h。 室 温 下 用 50 mmol/L Tris -HCL 
PH 7.5 (内 会 0.2 moL NaCl, -0.01 moL/L CaCl,, 0.01% ZnCl, 0.02% NaNi) 的 反应 基质 溶 
液 漂洗 酶 解 过 的 凝 胶 板 1 h 并 多 次 更 换 溶液 ， 在 所 床上 进行 。 胰 蛋白 酶 溶液 由 反应 基质 溶 
液 配制 而 成 。 

3) 显 色 漂洗 完毕 ， 染 色 1 h 后 脱色 至 背景 清晰 。 染 色 液 : 0.19% (w/v) 人 饮 基 黑 
10B、30% (v/v) 甲醇 、10% (v/v) 乙酸 。 脱色 液 : 40% (wy) 申 醇 、10% (wry) 乙 
酸 ， 


2 结果 与 讨论 

SDS - PAGE - 明胶 电泳 是 检测 绰 白 酶 搞 制 剂 的 常用 方法 。jatinder (1983) 等 的 SDS - 
PAGE - 明胶 检测 法 耗 时 长 ， 凝 胶 板 与 蛋白 酶 溶液 〈140 BAEE units/mL) 的 保温 时 间 为 16 
~18 h， 复 性 等 其 它 处 理 约 需 4 h， 电 泳 后 处 理 过 程 总 共 需 要 20 h 左右 。 周 这 种 方法 检测 
大 豆 胰 蛋 特 酶 抑制 剂 〈Soybean Trypsin Inhibitor，SBTI) 和 波 时 青 牛 胆 粗 提 胰 和 蛋白酶 抑制 剂 
( Tinospora crispa Trypsin Inhibitor，TCTI)， 结 果 见 图 1: a, b. 经 过 改进 ， 我 们 提高 了 沫 白 版 
溶液 的 浓度 ， 将 北 胶 板 与 蛋白 酶 溶液 (220 BAEE units/ml.) 的 保温 时 间 缩 短 为 1 h， 其 它 
步骤 同 Jatinder 的 方法 ， 电 泳 后 处 理 过 程 只 需 5h (图 1: ce, d)。 比 较 分 析 电 泳 图 谱 发 现 ; 
第 一 ， 电 瀛 后 处 理 过 程 所 用 时 间 越 长 (图 1: a,b)， 不 同 蛋白 酶 抑制 剂 显示 的 染色 轮廓 越 
不 清晰 ， 其 原因 可 能 是 蛋白 酶 抑制 剂 在 长 时 间 的 处 理 过 程 中 发 生 扩 散 ， 使 得 癌 - - 泳 道中 不 
同 抑制 剂 之 间 的 界限 模糊 不 清 ; 第 二 , 图 1 中 a 和 c 的 上 样 量 相同 , 但 e 的 染色 结果 却 比 
a 多 了 一 条 带 ， 分 析 其 原因 可 能 是 在 长 时 间 的 处 理 过 程 中 , 该 绚 制剂 由 于 分 子 量 较 小 而 更 
易 扩散 ， 直 至 从 凝 胶 中 消失 ， 最 终 未 表现 出 抑制 效果 ; 还 有 可 能 是 在 复杂 的 处 理 过 程 中 状 
失 了 其 抑制 活性 。 而 短 时 间 的 处 理 (图 1; ce, d) 减少 了 蛋白 酶 抑制 剂 发 生 扩散 和 抑制 活 
性 丧失 的 可 能 性 ， 从 而 可 清晰 辨认 不 同 换 制剂 显示 的 染色 轮廓 ， 在 - 定 程度 上 提高 了 灵敏 
度 。 

样品 中 经 常会 含有 多 种 和 蛋白酶 抑制 剂 。 如 果 这 些 蛋 白 酶 捉 制 剂 共 有 较 大 的 分 子 量 关 
异 ， 那么 用 SDS - PAGE - 明胶 电泳 检测 法 可 以 较 好 地 检测 到 各 抑制 剂 的 活性 .但 足 如 果 
这 些 抑 制剂 上 共有 十 分 相近 的 分 子 量 〈 如 波 叶 青 牛 胆 粗 提 胰 蛋白 酶 抑制 剂 )，SDS - PAGE - 
明胶 电 汶 对 其 就 不 能 进行 很 好 的 分 离 和 检测 。 图 2 显示 波 叶 青 牛 胆 粗 提 胰 贷 白 酶 抑制 剂 在 
SDS- PACE - 明胶 和 常规 PAGE - 明胶 电泳 中 的 检测 结果 并 与 不 含 明胶 的 电泳 结 果 进 行 比 
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较 。 得 知 : 波 叶 尾 牛 胆 粗 提 扣 制剂 在 LB - PAGE 和 SDS - PAGE - 明胶 中 显示 3 条 话 忻 蛋 
白带 (图 2; a,，d); 在 碱 性 PAGE 中 显示 4 条 和 恒 白 染色 带 {图 2，b)， 而 碱 性 PAGE - 明胶 
电 谅 检测 发 现 其 中 3 条 具有 了 胰 亚 白醋 抑制 活力 (图 2，e); 在 酸性 PAGE 中 显示 6 条 带 
{图 2， 。)， 而 酸性 PAGE - 明胶 电泳 检测 结果 是 其 中 4 条 具 换 制 活力 (图 2, 但 。 男 让， 上 比 
较 SDS - PAGE = 明胶 与 常规 PACE- 明胶 电 访 【图 2，d，e， 人 ， 发 现 前 者 的 上 样 量 昌 是 后 
者 的 5 倍 ， 但 其 蛋白 染色 带 明显 浅 于 后 者 ， 说 明 常 规 PAGE - 明胶 电 袜 的 检测 灵敏 虚 比 较 
高 。 
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图 1 SUS -PAGE- 明 航 电 福 检测 大 豆 旷 下 白 醴 掉 制 图 2 让 时 青 牛 明 想 报 广 亚 白 栈 抒 制 祖 的 电 读 辜 秋 请 


攻 和 总 叶 害 生 胆 相 趣 让 重 白 酝 抽 抽 衣 的 抑制 贡 为 垢 手工 的 
小 翌 量 均 为 lwe. a 和 5 为 大 豆 脐 星 日 嘲 元 制 章 , b 和 为 
波 叶 青 和 牛 胆 凯 提 挤 制 齐 ; a 和 的 电 读 后 由 于 时 间 汶 弛 h， 
和 中 的 为 hs 

Fig. | buhibitory antiviy of SBI and TOT dected gainal 
lrypin using gelatin tn ha SD -= PAGE pels, a nd ee SHTI 
(Og 可 d, TOT (Ogg). Mor choctmophoresis a mul b 
were lreatid fe 2 bh, while 5 and dd fe $bh. 


报 - 《人 ， 旦 【向 证 1 和 【1 从 出 为 姐 提 及 屋 自 瞩 换 
制剂 在 SIS - PAGE， 陵 性 PAGE 和 酸性 PAGE 中 交 电 流行 
四 和 吕 为 晶 提 腕 丑 自 峙 掉 
制 刑 在 S08 = [4GE= 明胶 ， 诚 性 P4CE= 明 驴 和 县 性 PAGE 
= 辆 鹏 电 扎 市 的 检 郴 由 景 ， 电 袜 后 些 焉 时 间 地 汶 了 了， 
Fig. 2 aalytiial checirophoreais of TOT a, b and o (4d, B, 
id Tg) nem electrophoreeod in le SI ~ PAGE, Mmalic - 
PAGE amyl Cotbedie — PAGE respeolively; d, # ml [ {5, |, snd 
lp) we drtected spimd Irypein uiing pelatin in the SLS ~ 
PAGE, Amodic = PAGE, mnd Cathodic = PACE rospectively, Aller 
rlocwrophoreais d, e und { were trenkal lar 3 h. 


以 上 实验 结果 囊 明 ， 仅 用 SDS - PAGE - 明 腕 电 读 尚 不 足以 完全 检测 到 样品 中 的 蛋白 
酶 抑制 活性 。 在 检 油 分子 量 相近 而 电荷 密度 不 同 的 重 白 酶 抑制 剂 样品 时 ， 常 规 PAGE - 明 
胶 电泳 检测 法 要 比 SDS - PACE - 明胶 电 访 具 有 有 明显 的 优势 ， 表 现在 步骤 简单 ， 电 读 后 处 
理 时 间 大 为 缩短 ， 履 白 和 染色 带 轮 孵 清晰 ， 灵 葡 度 较 高 等 儿 个 方面 。 
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